[[alternative]]Synthesis and Biomedical Application of Biodegradable Poly(Hydroxybutyrate)/Chitosan Composite Membranes(II) by 鄭廖平
































六：生物可分解塑膠 PHA/Chitosan 複合薄膜之合成與生醫應用(II) 
 



















In this research, the techniques established in previous projects were used to prepare 
chitosan/PHB composite membranes. These membranes were then applied in the biomedical 
field. The techniques of plasma induced polymerization and immobilization were employed to 
prepare the composite membranes. First, poly(acrylic acid) was grafted on PHB membrane by  
plasma induced polymerization, then chitosan was immobilized by reacting with PAA using 
1-ethyl-3-(3-diethylaminopropyl) carbodiimide hydrochloride (EDAC) as an activation agent. 
Membranes with different porous structures and/or immobilize chitosan yields were used in 
culture of osteoblast cells and antibacterial tests of gram-negative (Escherichia coli), 
gram-positive (Bacillus cereus) bacteria. The biocompatibility and antibacterial activities 
were found to increase with increasing amount of chitosan on the membrane, for which 
porous membrane immobilized with 0.26 μmole/cm2 chitosan improved most in terms of cell 
MTT absorption and quantity of attachment. Also, an antibacterial activity of ~80% for both E. 
coli and B. cereus was achieved by this membrane. 
 












































































Figure 1  電漿誘導接枝聚合反應示意圖。 
聚丙烯酸可與幾丁聚醣反應而將其固定於薄膜上，我們選擇 1-ethyl-3 
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乙醇(Ethanol)：Fluka，99.8 %。正己烷(Hexane)：六合化學，95 %工業級。 
(2) PHB 薄膜電漿接枝聚丙烯酸 
丙烯酸(Acrylic acid)：Acros，99.5 %。氫氧化納(Sodium hydroide)：Acros。鹽酸水溶液
(Hydrochloric acid solution ， 1N) ： Acros 。硫酸亞鐵 (Ammonium Iron( Ⅱ ) sulfate 




磷酸緩衝溶液(Phosphate buffer solution，PBS) 
(4) 培養骨母細胞 
骨母細胞(hFOB 1.19)：human osteoblast cell line。乳糜胰蛋白脢(Trypsin type III)：Sigma，
M = 23000 g/mole。EDTA(Ethylene diaminetetra-acetic acid)：Sigma，99.99%。胎牛血清
(FBS), Gibco BRL。MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenylterazolium bromide)，
Sigma。戊二醛(Glutaraldhyde)：Sigma，25% by weight in water。 
(5) 抗菌測試 
固體培養基：Nutrient Agar (NA), DIFCO。液體培養基：Nutrient Broth (NB)，DIFCO。
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(A) 浸漬沈澱法製備 PHB 薄膜 







(約十分鐘)，待薄膜形成後，將其置於烘箱中升溫至 50 °C 並抽真空以除去殘餘溶劑，
測試其性質。 
(2) PHB 薄膜電漿接枝聚丙烯酸 
首先以減壓蒸餾法將丙烯酸中微量之聚合抑止劑(MEHQ)去除，再將純化後之丙烯
酸配製成所需濃度之水溶液並除氧待用。將PHB薄膜放入電漿反應器中，將反應室抽真








含幾丁聚醣的 1%醋酸溶液中進行反應，溫度為 4oC，反應完成後以 1 %醋酸水溶液反覆
清洗薄膜 4 次(搖盪機 100 rpm、25 °C、2 小時/次)，以去除未反應的幾丁聚醣，再將薄




DMEM/F12 培養液(外加入 2 mM L-glutamine, 10 mM HEPES, 100 U/ml penicillin, 100 
mg/ml streptomycin)，混和 10 % 胎牛血清FBS (Fetal Bovine Serum)調配而成，細胞株及
培養基混和均勻後放入細胞培養箱 (37 °C、5 % CO2)中進行培養。 
(B) 薄膜前處理 
將薄膜裁剪成 1.5 cm2的大小，置於 24 孔培養盤中，並用Teflon環將薄膜固定，加












時吸取染色劑 trypan blue 100 μl 將兩者混和，並以微量分注器吸抽多次使之均勻混和，
而後將適量細胞浮懸液滴於計數盤與蓋玻片的空隙中進行細胞計數。由於 trypan blue 會
將死細胞染成藍色，而活細胞則無法染上顏色，故於計算細胞時可於顯微鏡下，算出計
數盤四個角的活細胞數目和(N)，而總細胞數目可由此式求得： 
細胞數(cell/ml) = (N/4) × (稀釋倍數) × 104
將細胞種入含有薄膜試片的 24 孔細胞培養盤中，細胞數目控制為 6×104 cells/ml，




(i) 細胞活性試驗(MTT test) 
經過培養之骨母細胞乃是以 MTT 試驗來測定其活性。將培養盤中的培養液抽出，
以 PBS 溶液沖洗，在每個孔中加入 500μl 培養液及 75 μl 濃度為 5 mg MTT/ml PBS 之試
劑，在 37 °C 下培養 3 小時，加入 500μl 異丙醇來溶解藍色結晶，並放置在搖盪器上 15
分鐘使其均勻，從細胞浮懸液中吸取 200 μl 注入培養盤中，作 3 重複，用 ELISA 在波






1. Glutaraldehyde/PBS (2.5 %)  1hr 
2. PBS Washing              15min × 2 
3. 60%乙醇                 10 min 
4. 70%乙醇                 10 min 
5. 80%乙醇                 10 min 
6. 90%乙醇                 10 min 





    將 Nutrient Broth (NB)及 Nutrient Agar (NA)依比例分別溶於蒸餾水中，待溶解完全
後於 121°C 滅菌 30 分鐘。回溫後，將 NB 保存於 4 °C 以供使用；將 NA 於 40 °C 時，
取適量倒入培養皿中，冷卻至室溫，待其完全凝固後，以封口膜密封並保存於 4 °C。 
(B) 受試菌株及保存 
將菌株(Escherichia coli 與 Bacillus cereus)，於無菌狀態下自保存管中取出，將先前
配製好的 NB 倒入無菌試管後，迅速勾取一白金耳菌株粉末至其中，於 37 °C 下培養(活
化)18~24 小時；待菌株活化後，再勾取一白金耳之菌液，以 S 形劃在保存好的 NA 上，
在相同活化條件下，將培養皿倒放，再活化一代，保存於 4 °C 以供抗菌測試時使用。 
(C) 抑菌圈測試 
將 NA 依比例分別溶於蒸餾水中，待溶解完全後於 121°C 滅菌 30 分鐘。回溫後，
將 NA 於 40 °C 時，取適量倒入培養皿中，待 NA 完全凝固分佈於培養皿中，加入 0.1 ml
菌液於 NA 表面，並使用 L 型玻璃棒均勻塗佈菌液於培養皿中，接著將改質與未改質薄
膜輕輕放於 NA 表面並使其密接，並於 37 °C 下培養 24 小時後觀察抑菌效果。 
(D) 菌液吸光度測試 
    本計劃引用ASTM E2149-01 之檢測方式，將上述(B)已活化二代在固體培養基上之
菌株，自 4 °C回溫至室溫後，勾取一白金耳菌株後迅速放入無菌之液體培養基試管中，
於 37 °C下活化 6 小時，即成為抗菌測試時所需添加之菌液(第三代)。將固定面積並完成
滅菌之待測薄膜樣品置於無菌試管中，添加無菌之NB(5ml)及預先已活化至第三代之菌
液(0.1 ml)，以震盪器充分混合，於 37 °C震盪下恆溫震盪(200rpm)培養 24 小時；另外，
增加兩組無樣品之對照組，一組為添加菌液後立即量測其菌數(A0)，第二組為添加菌液
後培養 24 小時後量其菌數(A)，並作三重複使實驗更加準確。 













              A0 =未添加樣品震盪前的菌數(CFU/ml) 
A＝未添加樣品震盪 24 小時後的菌數(CFU/ml) 













(a)                                      (b) 
     
Figure 3   SEM photomicrographs showing the morphologies of the top surfaces of PHB 
membranes. (a) Film; (b) M80. 
 
上述兩種薄膜接枝聚丙烯酸之主要結果示於 Table 1 (詳細接枝量及條件，請參閱 92
年成果報告)，可發現多孔薄膜之接枝量皆大於緻密薄膜，這主要是因為多孔薄膜具備









Grafted amount of 
-COOH (μmole/cm2)
low-PAA/PHB(Film) Film 0.07 1 
high-PAA/PHB(Film) Film 0.16 2.22 
low-PAA/PHB(M80) M80 0.12 1.67 
high-PAA/PHB(M80) M80 0.48 6.67 
 
Table 2  Immobilization yields of chitosan on poly(acrylic acid) / PHB membranes. 
Code Substrate 
Surface density of amino 
group (μmole/cm2) 
CS/low-PAA/PHB(Film) low-PAA/PHB(Film) 0.026 
CS/high-PAA/PHB(Film) high-PAA/PHB(Film) 0.037 
CS/low-PAA/PHB(M80) low-PAA/PHB(M80) 0.11 
CS/high-PAA/PHB(M80) high-PAA/PHB(M80) 0.26 
Reaction condition: EDAC activation at pH 3 for 6hr, EDAC concentration = 0.05 M, 




3.2  薄膜對細胞生長之影響 
本研究中分別將接枝聚丙烯酸與固定幾丁聚醣後之薄膜進行細胞培養，探討不同化
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C u ltu re  t im e  (d a y )  
Figure 4  MTT tests of hFOB 1.1.9 cells grown and proliferated on modified and 
unmodified PHB films. 
  








 M 8 0
 lo w -P A A /P H B (M 8 0 )
 h ig h -P A A /P H B (M 8 0 )
 C S /lM 8 0 w -P A A /P H B (M 8 0 )
 C S /h ig h -P A A /P H B (M 8 0 )
 P u re  c h ito s a n  f ilm


















C u ltu re  t im e  (d a y )  
Figure 5  MTT tests of hFOB 1.1.9 cells grown and proliferated on modified and 
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(a)                                      (b) 
     
(c)                                     (d) 
     
(e) 
     
Figure 6  SEM photomicrographs of the morphologies of hFOB 1.19 cells cultured on 
various membranes for 1 day. (a) CS/high-PAA/PHB(Film); (b) CS/low-PAA/PHB(Film); (c) 
 9
  
CS/high-PAA/PHB(M80); (d) CS/low-PAA/PHB(M80); (e) chitosan. 
(a)                                      (b) 
     
(c)                                    (d) 
     
(e) 
     
Figure 7  SEM photomicrographs of the morphologies of hFOB 1.19 cells cultured on 
various membranes for 3 days. (a) CS/high-PAA/PHB(Film); (b) CS/low-PAA/PHB(Film); (c) 

































Figure 8  Antibacterial activities of various membranes against Escherichia coli. (A) 
chitosan; (B) Film; (C) M80; (D) high-PAA/PHB(Film); (E) low-PAA/PHB(Film); (F) 
high-PAA/PHB(M80); (G) low-PAA/PHB(M80); (H) CS/high-PAA/PHB(Film); (I) 
CS/low-PAA/PHB(Film); (J) CS/high-PAA/PHB(M80); (K) CS/low-PAA/PHB(M80). 
 





















Figure 9  Antibacterial activities of various membranes against Bacillus cereus. (A) chitosan; 
(B) Film; (C) M80; (D) high-PAA/PHB(Film); (E) low-PAA/PHB(Film); (F) 
high-PAA/PHB(M80); (G) low-PAA/PHB(M80); (H) CS/high-PAA/PHB(Film); (I) 
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